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1. Úvod

Strukturní biologie hraje stále větší roli v návrhu

léčiv. Krystalografie, kryo-elektronová mikroskopie 

(kryo-EM) a nukleární magnetická rezonance (NMR) se 

využívají k získávání struktur biomakromolekul, zejména 
proteinů a jejich komplexů. Tyto experimentálně získané 

struktury se dále používají ve virtuálním prohledávání 

velkých knihoven látek, které často obsahují desítky milio-

nů sloučenin, za účelem nalezení vhodných kandidátů 

ovlivňujících (nejčastěji inhibujících) funkci cílového 
proteinu. Aktivity takto nalezených látek jsou poté experi-

mentálně ověřovány a látky jsou dále chemicky a farma-

kologicky optimalizovány. Tento postup představuje zá-

klad pro racionální návrh nových léčiv.  
Zde se zaměříme na roli strukturní biologie ve zdoko-

nalování ligandů za účelem získání užitečných chemic-

kých nástrojů nebo sloučenin charakterizovaných vysokou 
afinitou a specifitou, které budou vhodnými kandidáty na 

budoucí léčiva. Tento proces bude ilustrován medicínsky 

významnými příklady, jako jsou kinasy lipidů, které jsou 

nezbytné pro replikaci určitých virů, stimulátor interfero-
nových genů (STING), který je klíčovým hráčem vrozené 

imunity, a virové methyltransferasy, které viry používají 

k oklamání vrozené imunity. Vysoce specifické ligandy 
pro tyto proteiny byly nedávno vyvinuty na ÚOCHB 

i s pomocí strukturní biologie. 
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2. Lipidové kinasy 
 

Lipidové kinasy jsou zodpovědné za tvorbu fosfory-

lovaných lipidů z jejich nefosforylovaných nebo méně 
fosforylovaných prekurzorů, čímž mění chemické složení 

a náboj cílové membrány. Kromě toho slouží fosforylační 

stav některých lipidů, jako jsou fosfatidylinositolfosfáty 

(PIP), jako „biologická adresa“ pro danou membránu, 
která je rozhodující pro řízení kritických buněčných proce-

sů. Modulací fosforylačního stavu PIP řídí kinasy lipidů 

řadu buněčných dějů, včetně buněčného růstu, diferencia-
ce a vnitrobuněčného transportu. Kromě toho se tyto kina-

sy podílejí na regulaci dynamiky membrán a transportu 

vezikulů. PIP jsou klíčové lipidy produkované třídou kinas 

lipidů zvaných fosfatidylinositolkinasy. Některé PIP také 
fungují jako druzí poslové při přenosu signálu. Jak již bylo 

uvedeno výše, nejdůležitější funkcí PIP je schopnost po-

máhat definovat identitu různých buněčných membrán. 
Zde je uvedeno několik příkladů: plazmatická membrána 

je bohatá na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (PIP2), endo-

somy na fosfatidylinositol-3-fosfát (PI3P) a membrána 

Golgiho aparátu na fosfatidylinositol-4-fosfát (PI4P) 
(podrobný přehled viz cit.1). Tyto PIP vznikají působením 

specifických kinas. PI4P je produkován fosfatidylinositol-     

-4-kinasami (PI4K) na povrchu membrány (obr. 1). Lidé 
mají čtyři tyto enzymy: i) PI4KA, která produkuje PI4P na 

plazmatické membráně, kde je PI4P dále fosforylován na 

PIP2; ii) PI4KB, která je zodpovědná za syntézu ~50 % 

zásob  PI4P na membránách Golgiho systému; iii) 
PI4K2A, která syntetizuje zbylých 50 % PI4P Golgiho 

systému a také produkuje PI4P na endosomech při jejich 

zrání; iv) PI4K2B, která je po většinu času v neaktivní 
formě v cytosolu a její fyziologická role je stále nejasná2,3. 

Mnoho lékařsky významných virů, jako je virus he-

patitidy C (HCV) a mnoho různých virů ze skupiny pikor-

navirů, např. enteroviry, poliovirus (virus dětské obrny), 
coxsackieviry nebo rhinoviry, „zneužívá“ PI4K, protože 

ke své replikaci vyžadují membrány bohaté na PI4P. Uká-

zalo se, že téměř všechny tyto viry využívají PI4KB, 
s výjimkou několika kmenů HCV, které využívají PI4KA 

(cit.5,6). Tato skutečnost postavila PI4K do centra vědecké-

Obr. 2. Proteinový komplex kotvící PI4KB na membránu. Model založený na strukturních datech (Klima a spol.)4 

Obr. 1. Struktura PI4K2A na membráně. Kinasa je zakotvena 
na lipidové dvojvrstvě. Kotvící zbytky kyseliny palmitové jsou 

modelovány. ATP se nachází v blízkosti membránových N- a C-
laloků, které jsou zbarveny oranžově, resp. azurově 
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ho zkoumání a struktury těchto enzymů byly brzo dostup-

né7–11. Byla charakterizována také architektura hetero-
komplexů kinasy PI4KB. Ta tvoří komplex s proteinem 

ABCD3, který sídlí v Golgiho aparátu12 a je důležitý pro 

membránovou lokalizaci PI4KB – ACBD3 připoutává 

PI4KB k membráně Golgiho aparátu. Doména Q (bohatá 
na glutamin) ACBD3 se váže na N-koncový helix PI4KB 

s nanomolární afinitou4. Později se ukázalo, že PI4KB 

vytváří vysoce flexibilní heterokomplex PI4KB:Rab11: 
ACBD3 (obr. 2) a při fosforylaci PI4KB zahrnuje komplex 

také protein 14-3-3 (cit.13,14). Je zajímavé, že interakce 

s 14-3-3 je konzervována od kvasinek až po člověka15. 

Pikornaviry manipulují s těmito komplexy založený-
mi na PI4KB. Stačí jim k tomu malý protein 3A. Tento 

protein 3A interaguje s ACBD3 a je schopen rekrutovat 

kinasu PI4KB na membránu (+RNA viry se vždy replikují 
na membránové organele, obr. 3)12,16. Strukturní analýza 

ukázala, že proteiny 3A z různých pikornavirů se omotá-

vají kolem GOLD domény proteinu ACBD3. Jelikož 3A 

má transmembránový helix, dochází k ukotvení ACBD3 
na cílové membráně a následnému navázání PI4KB. Před-

pokládalo se, že enzymový produkt PI4KB, lipid PI4P, 

specificky rekrutuje virové polymerasy17. Později se však 
ukázalo, že za vazbou virových polymeras na membránu 

nestojí konkrétně PI4P, ale spíše záporný náboj obecně18. 

Další významnou vlastností PI4P je jeho schopnost být 

vyměněn za jiný lipid, např. fosfatidylserin (PS)19–22 nebo 
cholesterol23. Tento příklad ilustruje další důvod, proč 

některé viry „unášejí“ PI4KB. Konkrétně se jedná o viry, 

které vyžadují pro svou replikaci membrány s vysokým 
obsahem cholesterolu24. 

Když byla PI4KB identifikována jako cíl pro vývoj 

antivirotik, začalo hledání jejích inhibitorů. Široce použí-

vaný pik93 je nanomolárním inhibitorem PI4KB, avšak 
postrádá selektivitu a inhibuje i jiné kinasy, například 

PI3K. Na základě informací publikovaných o vysoce účin-

ném inhibitoru T-00127-HEV1 jsme spoluvyvinuli selek-
tivní sloučeniny proti PI4KB (cit.25). Tyto sloučeniny již 

vykazovaly aktivitu v submikromolárním rozmezí v enzy-

mových testech in vitro a v mikromolárním rozmezí proti 

coxsackieviru B3 (CVB3), lidskému rhinoviru (HRV) 
a viru hepatitidy C genotypu 1b (HCV 1b)26. Důležitá je 

skutečnost, že krystalové struktury jak pik93, tak sloučeni-

ny 49 (cit.26) vázané na PI4KB byly k dispozici7,26. Tyto 
strukturní informace byly využity a byly navrženy hybrid-

ní sloučeniny, jako je např. 35 (obr. 4) nesoucí vlastnosti 

obou mateřských sloučenin, tedy pik93 a 49 (obr. 4). 

Funkční a strukturní charakterizace odhalila, že způsob 

Obr. 3. Schéma místa virové replikace. Různé virové proteiny remodelují membránu a rekrutují PI4KB, což vede ke vzniku membrány 
bohaté na PI4P a cholesterol. Následně virová polymerasa, 3Dpol, syntetizuje nové molekuly RNA, které jsou pak zabaleny do virionů 

 

Obr. 4. PI4KB a její inhibitory. a) Kinasová doména PI4KB se 
skládá z N-koncového laloku (oranžová) a C-koncového laloku 

(azurová), které jsou v těsném kontaktu se šroubovicovou domé-
nou (zelená). Vazebné místo pro ATP se nachází mezi N- a C-
koncovým lalokem. b) Zleva doprava: superpozice inhibitorů 
pik93, 49 a 35 v místě vazby ATP; struktury PIK93, 49 a 35. 

Barevně rozlišeno podle atomů, přičemž uhlík je bílý, dusík mod-
rý, síra žlutá a kyslík červený 
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vazby se podle očekávání podobá způsobu vazby pik93 

a sloučeniny 49 (obr. 4). Zároveň byla potvrzena aktivita 
v jednociferném nanomolárním rozsahu v enzymových 

testech a silná (EC50 < 100 nM pro všechny sloučeniny) 

antivirová aktivita proti CVB3, HRV1 a HCV 1b (cit.27). 

Důležitým poznatkem je, že tyto sloučeniny prokázaly 
výjimečnou specifitu vůči PI4KB, přičemž neukázaly žád-

nou reziduální aktivitu proti celému spektru lidského kino-

mu, tedy vůči všem kinasám přítomným v lidských buň-
kách27. 

Dalším významným využitím, které strukturní infor-

mace umožňují, je specifická úprava studovaných mole-

kul. Krystalové struktury PI4KB s několika inhibitory 
odhalily pozice uvnitř inhibitoru, kam lze připojit funkční 

skupinu, aniž by došlo k narušení vazby ligandu. V tomto 

případě byl k sulfonamidové části připojen fluorofor 
(obr. 5), čímž vzniklo specifické fluorescenční značení 

PI4K, které lze použít ke stanovení hodnot Kd in vitro 

nebo při zobrazování živých buněk28. 

 
 

3.  Virové methyltransferasy modifikující 
čepičky RNA 
 
Lidská mRNA nese na svém 5′ konci tzv. čepičku. 

Tato čepička je chemicky tvořena N7-methylovanou 

guaninovou bází, která je spojena s 5′ koncem RNA po-

mocí trifosfátového mostu. Tato struktura se označuje jako 
cap-0 (z anglického cap – čepička). U vyšších eukaryot, 

včetně člověka, může být ribosový kruh prvního a druhého 

nukleotidu RNA methylován také v 2′ poloze ribosy, čímž 
vzniká cap-1 (první ribosový kruh methylovaný) a cap-2 

(první a druhý kruh methylovaný) (obr. 6). Tyto čepičky 

RNA jsou důležité pro stabilitu RNA, export RNA 

z buněčného jádra a jsou také nezbytné pro účinnou 
translaci RNA (cit.29). Nedávno byly popsány další vzácné 

nekanonické čepičky, jako jsou NAD nebo dinukleosidové 

polyfosfáty30,31, ale jejich biologický význam, zejména 

u virů, je třeba ještě určit32,33.  

Methylace RNA-čepiček byla alespoň částečně obje-

vena díky virům34. Brzy se ukázalo, že téměř všechny 
rodiny virů musí chránit 5′ konec své RNA. Ne všechny 

viry však čepičku používají; například pikornaviry kova-

lentně připojují svůj protein 3B (známý také jako Vpg, 

viral protein genome-linked), který slouží jako primer – 
přesněji řečeno proteinový primer – pro syntézu pozitivní-

ho (+) i negativního (–) vlákna RNA (cit.35). 

Podobně jako u člověka je i u virové RNA (vRNA) 
čepička významná pro translaci virové RNA, přinejmen-

ším u některých virových rodin a v určitých fázích virové 

infekce. Dalším významným důvodem pro opatření vRNA 

čepičkou je nutnost obrany úspěšného viru proti vrozené 
imunitě37. Ve skutečnosti existuje mnoho receptorů pro 

Obr. 5. Fluorescenční inhibitory PI4KB. K vysoce specifickému inhibitoru PI4KB byly kovalentně připojeny fluorofory fluorescein 
(znázorněno zeleně) nebo kumarin (znázorněno modře) 

Obr. 6. RNA opatřená methylovanou čepičkou. Methylová 
skupina na guaninové bázi je zvýrazněna modře, methylové sku-

piny na prvním a druhém ribosovém kruhu jsou zvýrazněny čer-
veně. B značí bázi  
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rozpoznávání pathogenních vzorů (PRR, z angl. pathogen 

recognition receptor), které mohou detekovat vRNA, včet-
ně RNA bez čepičky či RNA s neúplnou čepičkou. Napří-

klad interferonem indukované proteiny s tetratriko-

peptidovými repeticemi (IFIT) rozpoznávají vRNA a vá-

žou se na ni38 a inhibují tak translaci a replikaci viru 
(obr. 7). Dalším příkladem je RIG-I (z angl. retinoic acid-

inducible gene I), který je kritickým PRR ve vrozeném 

imunitním systému, odpovědný za detekci vRNA. RIG-I 
je aktivován v přítomností dvouvláknové RNA a spouští 

signální kaskádu, která vede k produkci interferonů typu I 

a prozánětlivých cytokinů, což je nezbytné pro účinnou 

protivirovou imunitní odpověď39. 

Některé viry, zejména virus chřipky, „kradou“ RNA 

čepičky z buněčných RNA a vážou je na vRNA (cit.40). 
Většina virů, včetně nebezpečných rodin virů s pandemic-

kým potenciálem, jako jsou flaviviry, poxviry 

a koronaviry, však má vlastní enzymy pro syntézu čepiček 

a enzymová dráha jejich syntézy je podobná lidské 
(obr. 8). Mezi tyto enzymy patří N7- a 2′-O-

methyltransferasy (MTasy) a mohou být kovalentně spoje-

ny s polymerasou41 nebo s ní kolokalizovat42. Proto je 

pravděpodobné, že inhibice virových MTas by učinila 
virus zranitelným vůči vrozené imunitní odpovědi, což by 

mohlo vést k odstranění viru nebo přinejmenším 

k asymptomatické infekci.  
 

3.1. Inhibitory koronavirových methylransferas  

 
Koronaviry, včetně nechvalně známého SARS-CoV-2, 

mají dvě RNA MTasy: nsp14, která methyluje guaninovou 

bázi v poloze N7 za vzniku cap-0, a nsp16, která v kom-

plexu se svým aktivačním proteinem nsp10 methyluje 
první ribosový kruh počátečního nukleotidu RNA, což 

vede ke vzniku cap-1. Oba tyto enzymy jsou považovány 

za slibné cíle pro antivirotika, což vedlo k významnému po-

kroku v návrhu inhibitorů od začátku pandemie COVID-19 
v naší i dalších laboratořích33,43–58. Významnou roli sehrá-

la strukturní biologie. Použili jsme homologní model 

SARS-CoV-2 nsp14, který vykazuje velkou podobnost se 
SARS-CoV nsp14 (v té době ještě nebyla k dispozici krys-

talová struktura SARS-CoV-2 nsp14), což vedlo k objevu 

nových derivátů S-adenosylhomocysteinu (SAH) s modifi-

kacemi na adeninové nukleobázi. Tyto sloučeniny byly 
syntetizovány a testovány in vitro, přičemž byl odhalen 

jejich pozoruhodný inhibiční potenciál v jednociferném 

nanomolárním rozsahu vůči výše zmiňovanému enzymu. 

Naše modely interakcí těchto inhibitorů s nsp14 účinně 
vysvětlují, jak aromatická složka v poloze 7 u analogů 

SAH přispívá k jejich aktivitě50 (obr. 9).  

Podobně výpočetní studie naznačila existenci kryptic-
kých kapes v koronavirové MTase nsp16 (cit.58). Nejprve 

byla pomocí vysoce výkonného screeningu identifikována 

sloučenina 5a, která byla následně krystalizována 

Obr. 7. Rozpoznávání neúplně methylované čepičky RNA zprostředkované proteinem IFIT1. a) Krystalová struktura IFIT1 s RNA 
cap-0 založená na PDB ID 5w5h. b) Detail vazebného místa IFIT1 s vyznačením pozic, kde by methylované kruhy ribosy vytvářely ste-

rické kolize. Převzato a upraveno z Nencka a spol.36 

Obr. 8. Syntéza čepičky RNA u koronavirů. Převzato a uprave-
no z Nencka a spol.36   
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s komplexem nsp16/nsp10. Pozoruhodné je, že byla pozo-

rována v kapse v těsné blízkosti aktivního místa enzymu 
(obr. 10). S využitím této strukturní informace byly vyvi-

nuty deriváty, které rovněž působily jako alosterické inhi-

bitory59.  

 
 

4. STING, vrozená imunita a poxviry 
 

V poslední době se na všech kontinentech rychle 

rozšířil nový virus opičích neštovic neboli mpox virus 
(MPXV)60. Tato epidemie pravděpodobně souvisí s ukon-

čením očkování proti pravým neštovicím, které bylo účin-

né nejen proti pravým neštovicím, ale i proti jiným poxvi-

rům, což zabránilo celosvětovému šíření MPXV. Nicméně 
rychlé šíření viru MPXV ukazuje, jak snadno může vznik-

nout nová pandemie, která by ohrozila naše životy i světo-

vou ekonomiku. 
Poxviry jsou DNA viry, které se replikují v cyto-

plazmě. Jejich rozsáhlý genom kóduje celý mechanismus 

replikace DNA a zpracování RNA, včetně mechanismu 

pro modifikaci virové RNA čepičkou61,62. DNA by se 
v cytoplazmě neměla vyskytovat a její přítomnost v ní 

svědčí o infekci DNA virem. Dvouvláknová (dsDNA) je 

detekována cGAS-STING signální drahou. Protein cGAS 
(syntasa cyklického GMP-AMP nebo cGAMP) detekuje 

dsDNA a syntetizuje cyklický dinukleotid cGAMP, který 

aktivuje protein STING (stimulátor interferonových genů)63. 

To následně vede k expresi interferonem indukovaných 
genů, což v buňce vyvolá antivirový stav. Jako protiváhu 

této dráze kódují poxviry neobvyklou nukleasu zvanou 

poxin, která rychle degraduje cGAMP (cit.64,65). V posled-
ní době bylo na ÚOCHB vyvinuto mnoho agonistů 

STING (cit.66–74), z nichž některé jsou odolné vůči štěpení 

poxinem (obr. 11). 

 
4.1. Poxvirové methyltrasferasy a jejich inhibitory  

 

Poxvirové MTasy jsou rovněž považovány za bona 
fide cíle pro léčiva. Krystalová struktura 2′-O-MTasy 

MPXV, VP39, odhalila dutinu v těsné blízkosti adeninové 

báze S-adenosylmethioninu (SAM), kterou lze využít 

k přípravě účinných inhibitorů75. Byly použity dva přístu-

py: i) vyhledávání inhibitorů VP39 ve velké knihovně 
látek a ii) návrh inhibitorů založený na krystalové struktu-

ře VP39. Oba přístupy přinesly submikromolární inhibito-

ry, které využívaly tuto dutinu, a je zajímavé, že některé 
z těchto inhibitorů, např. TO507 (obr. 9), měly stejnou 

chemickou strukturu jako nanomolární inhibitory proti 

SARS-CoV-2 MTase nsp14 (cit.75). Tyto výsledky ilustru-

jí, že stejná sloučenina může cílit na různé enzymy (N7- 
a 2-O-MTase) z nepříbuzných virů. Všechny tyto inhibito-

ry obsadily vazebné místo pro SAM a tudíž nemohou 

ovlivňovat vazbu RNA na enzym VP39 (cit.76). Pokusy 

s živým virem v naší laboratoři na úrovni biologického 
zabezpečení stupně 3 ukázaly, že tyto sloučeniny účinně 

blokují replikaci viru MPXV (cit.77). 

 

Obr. 9. Inhibitory MTsy SARS-CoV-2 nsp14 odvozené od SAH (z angl. S-Adenosyl-l-homocysteine). Velké aromatické substituenty 
v poloze 7-deaza jsou zvýrazněny modře, aminokyselinová část je zvýrazněna červeně  

Obr. 10. Kryptická kapsa v proteinu SARS-CoV-2 nsp16. 

Vazebné místo S-adenosylmethioninu a kryptická kapsa jsou 

zvýrazněny. Detailní pohled na kryptickou kapsu ukazuje kova-
lentní vazbu mezi malou inhibiční sloučeninou 5a a zbytkem 
Cys155 
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5. Budoucí vývoj 
 

Strukturní biologie bude mít při navrhování inhibito-

rů i nadále zásadní význam. Očekává se však významný 
posun směrem k in silico metodám díky pokroku v oblasti 

umělé inteligence (AI). AlphaFold 2 již vyniká 

v předpovídání struktury proteinů a v blízké budoucnosti 

se očekává nástup AI, která dokáže přesně předpovídat 
vazbu ligandů. Takové umělé inteligence by byly přínosné 

zejména tam, kde je generování experimentálních krysta-

lových struktur velmi náročné. Například zatímco identifi-

kace inhibitorů virových polymeras, ať už jakoukoli meto-
dou, je poměrně přímočará78–81, získání jejich krystalové 

struktury může být velmi náročné, protože je třeba připra-

vit krystaly ternárního komplexu, který obsahuje také 
RNA a její sekvence musí být optimalizována. V takových 

situacích jsme se dříve často spoléhali na modely odvoze-

né z počítačových simulací82. 

Dalším příkladem jsou vnitřně neuspořádané protei-
ny, nebo takové, které obsahují dobře složené domény 

propojené neuspořádanými segmenty, jako je například 

koronavirový protein N. Strukturní biologie je schopna 
tyto proteiny charakterizovat, často pomocí kombinace 

metod, jako je rozptyl rentgenového záření pod malým 

úhlem (SAXS) a počítačových simulací83 – jak bylo ne-

dávno ukázáno na proteinu N (cit.84) – což vede k získání 
tisíců strukturních modelů. Tyto struktury jsou následně 

seskupeny do několika skupin, neboli klastrů. V této ob-

lasti by umělá inteligence mohla hrát neocenitelnou roli, 
a to identifikací klastru vhodného pro vazbu léčiva a ná-

vrhem sloučeniny, která by byla schopna „uzamknout“ 

protein v fyziologicky neaktivní konformaci. 
Stejně jako v mnoha jiných vědních oborech se oče-

kává, že AI změní a zdokonalí tradiční postup navrhování 

léčiv na základě struktury. Nicméně experimentální struk-

tury budou vždy nezbytné k ověření výsledků in silico; 

nikdo by se nepouštěl do nákladného vývoje léků pouze 

na základě předpovědí umělé inteligence s 90 až 95% 
přesností. 

 

Tento výzkum byl financován z projektu Národního 
ústavu virologie a bakteriologie (program EXCELES, 

č. projektu LX22NPO5103) – financovaného Evropskou 

unií – Next Generation EU. Děkujeme také RVO: 

61388963. 
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This article focuses on the role of structural biology 
in the development of small molecules that serve as pro-

tein ligands, which could potentially be used as drugs in 

the future. Experimental methods are utilized to obtain 
structural information about proteins, which then allow for 

virtual screening of extensive libraries of substances. The 

discovered ligands are further experimentally verified, 

with structural biology playing a crucial role in their re-
finement. The goal is to develop a ligand with high affini-

ty and specificity, which could become an effective medi-

cine. This is followed by the optimization of these sub-
stances from a chemical and pharmacological standpoint. 

The entire process is illustrated with examples from the 
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